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Bestinnnung von Peptidmotiven auf MHC-Molekiilen 

Beschreibung 

Die vorliegende Erflndung betrif ft ein Verfahren zur Bestiin- 
inang von Peptidmotiven bzw* -epii:ppen auf Holekiilen des Major 
Histocompatibility Con^lex (MHC) sowie die dadurch bestixmnten 
Peptidmotive und ihre Verwendung zur Herstellung eines dia- 
gnostischen oder therapeutischen Hittels* 

Die cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkennen antigene Pep- 
tidepitope in Verbindung 2iiit MBC-kodierten Holekiilen. Dieses 
Phanomen vird als MHC-Restriktion bezeichnet (l-5)« Die Kri- 
stallographie von nenschlichen HHC Klasse I-Molekiilen, HI»A*2 
und Av68, ergab einen Spalt, der durch die al- und a2*-Doin&nen 
der Bchweren Ketten gebildet wird (3,6). Han niinmt an, daB 
dieser Spalt die Bindeetelle fftr antigene Peptidepitope ist, 
da beide Kristalle Strukturen von PeptidgroBe enthielten, die 
hicht mit HHC-Sequenzen kompatibel waren und sich an diesem 
Spalt bef anden ( 6 ) • 

£8 vird angenomznen , daB diese Peptide von intrazellularen 
Proteinen stastmen und an der Zelloberflache prasentiert wer* 
den, um den cytotoxischen T-Lysiphozyten zu erlauben, die 
Zellen auf abnocmale Eigenschaf ten zu testen. Es wurden be- 
reits HBC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprasentie- 
ren, aus normalen oder virusinf izierten Zellen extrahiert 
{2, 4, 5, 7, 8). Auf entsprechende Weise konnen auch Antigene, 
die durch die HHC Klasse II restringiexrten T-»Zellen erkannt 
werden, durch kiinstliche Peptide nachgeahint werden (9), und 
HBC-^assoziierte antigene Peptide wurden von HHC. Klasse II- 
Holekiilen eluiert (10). Aufgrund ihrer Position in der Hitte 
von trimolekularen Xon^lexen, die aus T*Zellrezeptor, Peptid 
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und MBC-Molekiil bestehen {11), sind die T-Zellcpitope ein 
zentraler Punkt des spezifischen Xmmunsystems nnd somit be- 
steht ein groBes Bediirfnis nach dem Verstandnis der Gesetz- 
mMifiigkeiten ihres Auftretens sowie nach einem Bestismtungsver- 
fahren { 12-15)- 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe vird gel5st durch ein Verfahren 
zur Bestisnnung von allelspezifiscben Peptidmo^iven auf Mole-* 
kiilen des Major Histocoinpatibility Cosxplex (MBC) der Klassen 
I Oder II, wobei nan 

(a) durch Auf schluB von Zellen, die HHC-Holekule enthalten, 
einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekule mit den darauf befindlichen Peptidmischun- 
gen durch Immanprazipitation aus dem Zellext:rakt; ab- 
trennt, 

(c) die Peptidinischungen von MBC-Molekiilen und sonstiigen 
ProteinbeBtandteilen abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder/und ein Gesdsch davon seguenziert, 
und 

(e) au8 den erhaltenen Informationen, insbesondere aus der 
Seguenz'ierung eines Gemisches, oder aus der Sequenzie- 
rung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezif i- 
sche Pep"tidmotiv ableitet:, 

welches dadurch gekennzeichnet ist, daS aian Peptidsiotive auf 
Molekulen bes'tiiimtt, die aus der Gruppe, bestehend aus HIA-Al, 
HLA-A3, HIA-All, HIA<-A24, HLA-A31, BLA-A33, HLA-B7, HIiA-B8, 
ELA-B*2702, HIA-B«350i, HLA-B*3503, HLA-B37, HIA-B38, HLA- 
B*3901, HIA-B*3902, HIA-B*5101, HIA-B*5102, BIA-B*51d3, HIA- 
B«S201, HLA-B58, HIA-B60, EIA-B61, HIA-B62, BXiA-B78, HI*A- 
Cw*0301, HIiA-Cw*0401, HLA-Cv*0602, BLA-C«f*0702r HIA-Cw4 , HLA- 
Cw6, HLA-Cw7, HIA-DRB1*0101, DRB1*1201, HLA-DR4wl4, HIA- 
DR17, HLA-DRW52, HLA-DPw2 , BLA-DPB1*0401 ^ HIA-DQB1*0301 , HLA- 
DQwl, HLA-DRl, HIA-DR3 und BLA-DR5 ausgewEhlt sind* 
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Durch das erf indungsgeiciaBe Verf ahren werden Peptidmotive 
bestinont, welche die GesctzmaBigkeiten beinhalten, nach denen 
MBC-Mole)caie Peptide auswShlen und prasentieren. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren kann sowohl mit MHC-Moleklilen 
der Klasse I als auch mit MHC-Molekiilen der Klaese II durch- 
gefQhrt werden, wobei MHC-Molekule der Klasse I bevorzugt 
slnd. Die Peptidmotive HLA-A, ELA-B und HUl-C sind Iiiganden 
fiir MHC-Nolektile der Klasse I. Die Peptidmotive ELA-DR, HLA- 
DQ und HUV-DP sind Liganden fiir MBC-Molekaie der Klasse II. 

Bei der Immunprazipitation der MBC-Nolekule durch das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren werden gunstigerveise Antikorper ver- 
wendet, die fiir die jeweils gewiinschten MHC<*Molekiile spezi^ 
nisch sind. Zur Bestimmung von H-2K«*- oder H-2D^-MolekUlen 
werden beispielsweise K^-spezif ische Antikorper (25) oder D^- 
spezifische Antik5rper (26) verwendet. Vorzugsweise verwendet 
man monoklonale AntikSrper, es ist jedoch auch die Verwendung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserums mog- 
lich. Antikorper, die erf indungsgemSB verwendet werden k5n» 
nen, k5nnen mitt els dem Fachmann gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt warden. Beispiele von Antikorpem, 
die in der Erfindung verwendet werden konnen, schlieBen alle 
Antik5rper gegen ELA-Antigene, die in dem "Catalogue of Cell 
Lines and Bydridomas" des ATCC (American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852) er- 
wahnt sind, mit ein, ohne sich jedoch darauf zu beschrftnken. 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Nomenklatur ) schlieBen 
EB82, 117, 166, 54, 122, 164, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
178, 56, 115, 157, 119, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erwahnten Anti- 
korper gegen Mau6-B-2-Antig^ne k5nnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt die Immunprazi- 
pitation durch Festphasen-gebundene Antikozper. Festphasen- 
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gebundene Antikorper lassen sich auf eine dem Fachmann be- 
kannte Keise hcrstellen, z.B. durch Kopplung des Antikorpers 
an Bromcyan-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia UCB). Andere 
Beispiele von Festphaseny an die Antikorper zur erf indungsge- 
mSSen Verwendung gebunden verden konnen, schlieBen Agarose, 
Cellulose, Sephadex, Protein-A-Sepharose und Protein-G-Sepha- 
rose mit ein, ohne sich darauf zu beschrMnken. Das bevorzugte. 
Verf ahren der ImmanprSzipitation stellt Adsorptions-chrooiato*- 
graphie inittels AntikSrper, die an aus Cyanogenbromld-akti* 
vierter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1) hergestellten 
Kugelchen gekuppelt sind, dar. 

Die Abtrennung der zu bestimnenden Peptidmischungen von MHC- 
Holekulen and sonstigen Proteinbestandteilen erf olgt gQnsti- 
gerweise durch ein chromatographisches Verf ahren, vorzugswei- 
se fiber Reversed Phase-HPI*C. Dabei hat es sich als giinstig 
erviesen, daB die Abtrennung in einem Trif luoressigsaure/BjO* 
Trifluoressigs&ure/Acetonitril-Gradienten erf olgt. Andere 
Verf ahren, die erJ^indyngsgeinSB .zur Abtrennung von Peptidmi- 
schungen von MBC-Molekiilen verwendet werden k5nnen, schlieBen 
Xonenaustausch, Gelfiltration, Elektrof okussierung, Bigh 
Performance Capillar . Elektrophor^se (BPCE) und Gelelektropho- 
rese mit ein, sind jedoch nicht darauf beschankt. Ein anderes 
Hittel zur Durchflihrung der Trennung stellt Ultrafiltration 
dar, wobei eine Hembran mit einer Permeabilitfit von 3000 oder 
5000 Oder 10000 Da vervendet >vird. Bevorzugt wird die Tren- 
nung mittel8*:EPIiCi,durchgef&hrt«' 

Bei der chromatographischen Auftrennung der Peptidgemische 
kann man in mancb^n Fallen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren* Somit besteht Schritt«(d) des . er^indungsgemMBen Verfah- 
rens entweder in der Seguenzierung eines Peptidgemische s, 
wodurch eine Konsensusseguenz fUr die auf dem jeweiligen MBC- 
Molekul .befindlichen.Peptidmotiye bestimmt verden kann, 
oder/und in der Seguenzierung ..eines def inierten Peptids . 
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Als Ausgangsmatcrial f fir die Bestijnmung von Peptidmotiven 
kdnnen nonnale Zellen, Tumorzellenr als aach durch Viren oder 
sonstige Erreger inf izierte Zellen sowie in vitro kultivierte 
Zellen dee Menschen oder von Tieren verwendet werden* Konoale 
Zellen, die in der Brfindung verwendet werden k5nnen, 
schlieBen frische Zellen, wie z.B. periphere Blntlyrophozyten, 
Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von einem 
anderen Gevebe, das MHC-Molekiile exprisdez^ mlt ein, sind 
jedoch nlcht darauf beschrankt. In der Brfindung verwendete 
Tuinorzellinien schlieGen die Tumorzellen EIA nnd P815 sdt 
ein, sind jedoch ebenfalls nicht darauf beschrSnkt, Virusin- 
f izierte Zellen, die in der Erfindung verwendet werden kon- 
nen, schlieBen, ohne darauf beschrankt zu sein, JY-Zellen, 
die durch den Epstein<*Barr-> Virus transf ormierte menschliche 
B-Zellen sind, mit ein. Die durch das erf indungsgemaBe Ver- 
f ahren bestimmten Peptldnotive entsprechen dem folgenden 
Grundprinzip : 

a) Sie weisen eine allelspezxf ische Peptidl&nge von 8, 9, 
10 Oder 11 Aminosauren be± MBC-Klasse I-Molekiilen sowie 
von 8 bis 15 Aminosauren bei MBC-Klasse II Molekiilen 
auf, 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung "An- 
kerposition" wird verwendet, wenn eine Position ein 
s'tarkes Signal fiir einen einzigen Aminosaurerest zeigt 
Oder wenn eine Position durch einige wenige Aminos&ure- 
reste mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt 
wird), wovon sich eine Ankerposition ixomer an C-teniina*. 
len Ende befindet und haufig aliphatisch ist, und 

c ) die Peptide werden natiirlicherweise auf MBC-Holekiilen 
von normalen, virusinf izierten, anderweitig infizierten 
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Oder mit Genen transf izierten oder mit "Antigen beladenen 
Zellen pracentiert:. 

Die Sequcnzierung der Selbstpeptidgemische aus den HHC-Klaese 
I-Molelctilen H2K^ ^ H2K»» r H2D*^ und BJA^AZ zeigt ein jeweils 
unterschiedliches allelspezif ischee PeptidmotiVr das von 
jedem der Klasse I-MolekSle prasentiert wird. Die von K«* , D*» 
und A2 prasentierten Peptide sind Konasiere, wahrend die K^- 
prasentierten Peptide Octainere sind, wobei die korrespondie-^ 
renden Peptidmotive zwei Ankerpositionen enthal1:en, die durch 
einen einzigen Aminosaurerest oder dorch einen aus einer 
geringen Anzahl von AminosEurerest^en ndt nahe vervandten 
Sei-tenketten beset zt sind* Diese Ankerpositionen befinden 
sich bei den unterschiedlichen Motiven nicht an derselben 
Stelle, sie konneh etwa an Position 5 und 9 (D^) oder 2 und 8 
(K^ , A2) Oder 5 und 8 (K^ ) sein. Die C-^lierminalen Ankerreste - 
aller Motive sind hydrophobe Aminos&uren. Die nicht an Anker- 
positionen befindlichen Aminosaurereste k6nnen ziemlich va- 
riabel sein, einige jedoch werden vorzugsweise durch bestimm- 
te Aminosauren besetz't, beispielsweise findet nan hMufig Pro 
an Posit^ion 4 des X** -Motive, Tyr an Position 3 des K^^Motivs 
und hydrophobe Reste herrschen an den Positionen 3 des D^- 
Motivs und 6 des A2 Motivs vor. Fiir H-2IA' war ein Ankerrest 
Prolin an Position 2* 

Die durch das erfindungsgemaSe Verfahren gewonnenen Ergebnis- 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kris^all.ographisch 
gefundenen Spalts bei MHC-Klasse I-MolekQlen (3,6). Unter- 
schiedliche MBC-Klasse I-Allele unterscheiden sich an diesem 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
versmtlich darauf zurlickzufUhren ist, daB die Taschen jeweils 
unterschiedliche Aminos&uren aufnehmen k6nnen. Daher stellen 
die allelspezifischen Taschen in den MBC-Kris'tallen und die 
Seitenketten der allelspezifischen Ankerreste vermutlich 
koDplesnentare Strukturen dar. 
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Bin weitcrer Gegenstand der vorliegenden Erf indung Ast die 
Verwendang der erf IndungsgemaBen Peptidmotive bei einem Ver- 
- f ahren zur Hers'tellung eines diagnostischen oder therapeu- 
t^ischen Mit^tels. Eln mSgliches JVnwendungsgebiet der Peptidno* 
live ist der diagnoBtische Nachweis von MHC-Molekulen. Da die 
HBC-Molekiile durch ihre individuelle spezifische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, kann ein Bindungsnach%^is fiber 
Peptide einer Markierungsgruppe erfolgen, vobei als Markie- 
rungsgruppe beispielsweise eine Biotin- oder eine Fluores- 
zenzgruppe an das Peptid gekoppelt wird* Andere den Fachinann 
bekannte Markienxngen kdnnen ebenso in der Erf indung verven- 
det werden. Diese Harkierungen schlieBen, obne sich darauf zu 
bescbranken, radioaktive Markierangen wie z.B. an Thyrosinre- 
ste von Peptiden gebundenes ^''I oder oder oder 

(beide vahrend deren Syntbese in die Peptide eingebaut) mit 
ein. Bindung der Harkierungen an die Peptide kann nach dem 
Fachmann gut bekannten Verfahren erreicht werden. Die Markie- 
rung erfolgt vorzugsveise an Nicbt-Ankerpositionen. Die auf 
solcbe Weise gefundenen Korrelationen zwiscben dem Auftreten 
von Autoiimminlcrankbeiten und der Expression von MHC-Molekiilen 
xait krankheitsspezif iscben Peptidiaotiven ktSnnen diagnostiscb 
verwertet werden* Beispiele von in vitro diagnostiscben Ver<^ 
wendungen der erfindungsgemaBen Peptidseguenzen scblieBen, 
obne sicb darauf zu bescbranken, Messung der Bindungsspezifi- 
tat von MHC^-Molekiilenr Korrelierung der Bindungsspezifitat 
von HHC-Molekiilen nit Krankbeiten, und Bestinmung der Seguenz 
von T-Zellepitopen anbek£Uinten Ursprungs durcb InJcubieren 
geeigneter Zellen^ die die interessiefenden HHC<»Molekiile 
exprisiieren mit BPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Miscbung 
von Peptiden, die in das nntersucbte Motiv passen) und Be- 
stinmung der durcb die T-Zelle erkannten Peptide, gefolgt von 
cbromatograpbischen Vergleicb des natiirlicben T.-ZeIlepitops 
mit den als T-Zellepitop erkannten syntbetiscben Peptid 
(Nature 346: 252«-254 (1990)) mit ein. 
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Eln welterer Gegenst.and der Erf Indung let die Verwendung der 
erfindungsgemaBen Peptidmotive bei einezn Verf ahren zur Ber- 
stellung einee Arzneisiittels zur Therapie von Storungen des 
Ixnmunsystems oder von Tumorerkrankungen. Insbesondere konnen 
die erfindungsgemaBen Peptidmotive fiir die Intervention bei 
Autoixnmunkrankheiten . (Frophylaxe und Therapie), beispielswel- 
se durch Blockierung bestimmter MHC-Holekille sowie durch die 
Induktion peptidspezifischer Kicht-^Reaktivit&t von T*Zellen, 
verwendet verden* Weiterhin ist eine Intervention bei Trana* 
plantatabetpBungen und Graft-veraus-Bost-Reaktionen auf ana-> 
loge Keise sioglich. Ferner konnen die erflndungsgemaOen Pep- 
tide fur die Induktion oder die Verstarkung bzw. Vermehrung 
von gegen Tuinorzellen gerichteten T-Zellen in vitro und in 
vivo eingesetzt werden, insbesondere fiir die Vakzinierung 
gegen Tumorerkrankungen und fiir die Therapie bestehender 
TuBiorerkrankungen, wobei insbesondere der sogenannte Graft* 
versus-Leuk&nia-Bf fekt (Sullivan et al., N.Engl. J.Med. 320: 
828-834) ausgenutzt verden -kann. Die erf indungsgemSBen Pepti- 
de kdnnen ebenso dazu verwendet werden, T-Zellantworten gegen 
infektiose oder jnaligne Krankheiten zu verstarken, indexn MBC- 
bindende Peptide, die spezifisch fOr das infektiBse Mittel 
oder fiir Tuinore sind, in vivo eingesetzt werden. Altemativ 
konnen T-2ellen aus Patienten gewonnen werden, ihre Anzahl in 
vitro durch Verwendung von Peptiden und geeigneten Wachs- 
tumsbedingungen, einschlieBend Cytokine, wie z.B. Inter leu)cin 
2, Interleukin 4 oder Interleukin 6 vermehrt und anschliefiend 
in den Patienten zuriickgefUhrt werden. Die erf indungsgemSBen 
Peptide konnen weiterhin dazu verwendet werden, alle Tumore, 
die durch T-Zellen angreifbare Antigene exprimieren, ein- 
schlieBlich, ohne darauf zu beschranken, Melanpnie, Brust- 
krebfi, Tuinore viralen Ursprungs, wie z.B. Burkittslysqphom und 
solche Tumore, die durch loenschlichen Papillomavirus wie 
zervikales Karzinom und andere anogenitale Tuinore zu behan- 
deln. Peptide, die von T-Zellrezeptor-Holekiilen oder Antik6r- 
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penaolekiilen abstammenr konnen auch fOr die gezielte Manipu- 
lation innnunregulatorischer Mechanismen eingesetit warden, 
insbesondere fiir die BekMropfung von Autoiiiiinun3crankheiten und 
TransplantatabstoBungen, sowie Graft-vercus-Host-Reaktioncn. 
In vivo-Verwendungen der crfindungBgemSflen Proteine 2ur PrS- 
vention schlieBen ihre Verwendung, ohne darauf beschr&nkt zu 
sein, ale Peptidvakzine gegen infekti5se oder maligne Krank- 
heiten und Verwendung der in dieser Erfindung gesatemelten 
Information bez&glich geeigneter T-Zellepitope zu ihren Ein- 
bau in alle anderen Arten von Inpfstoffen einschlieBlich 
rekombinantc Impfatoffe (einschlieBlich Viruee wie Vaccinia 
Oder Bakterien wie Salmonella oder MTcobacteria) und Protjei- 
ne, die durch Verwendung von rekombinanten Bakterien (z.B* 
£*coli) Oder anderen Zellen, einschlieBlich Befe-, Insekten-, 
Maus- Oder menschllchen Zellen hergestellt wurden, mit ein. 

Die Dosierung oder Konzentrationen der erfindungsgeinHBe Pep- 
tide konnen durch den Fachmann routinexnSBig bestimmt warden, 
Diese kfinnen in vivo in einem Bereich von 10 jig bis 1 g er- 
weurtet werden« In vitro-Konzentrationen kSnnen in einea Be- 
reich von 1 FemtoxBol bis 1 Micromol erwartet werden. Die 
Verabreichung in vivo schlieBt, ohne sich darauf zu beschr&n- 
ken, einen subkutanen, intranuskularen, intraven5sen, intra-: 
derxnalen und oralen Weg xoit ein. 

Vorzugsweise ist bei der therapeutischen Verwendung ein Pep- 
tid, das einem erf indungsgemaBen Peptidmotlv entspricht, N- . 
oder /und C-^temdnal mit lipophilen bzw. a2q>hiphilen Gruppen, 
insbesondere. lipophilen Peptid-Belices kovalent verkniipft. 
Ein Beispiel fiir eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S- 
glycery Icysteinyl-serylserin • 

Die Erfindung soli weiter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit den Figuren 1 und 2 veranschaulicht werden. 
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Es zeigen 

Fig- la ein HPLC-Profil von Material, das mit Ant:i-K<*-Anti- 
korpern aus P815 Lyssat abgetrennt vurde^ 

rig* lb einen vergrfiBerten Ausschnitt de5 Chromatograsmis 
aus la (Fraktionen 15 - 35), 

Fig. Ic eine Rechromatographie des in lb mit einem Pfeil 
gekennzeichneten Selbstpeptids, 

Fig. 2 MBC-HolekQle nnd ihre l.iganden. 



^eispi^JL 1 

10 bis 20x10^ P815-Tumorzellen (e-2K«') warden pelletiert und 
30 Minuten mit 250 ml 0,5 % Monidet P40 in Phosphat-gepuf fer- 
ter Salzldsung (PBS) mit 0,1 mmol/1 Phenylmethylsulfonylfluo- 
rid (PHSF) bei 4''C ger&hrt. Der Oberstand vurde 5 Minuten bei 
250 g und 30 Minuten bei 150.000 g und 4''C) zentrifugiert und 
dann durch eine adsorptionschrbmatographische Anordniing ge« 
leitet* Die adaorptionschroonatographische Anordnung bestand 
aus drei SHulen mit jeweils einem Bettvolumen von etwa 1 ml. 
Das Saulenmaterial bestand aus Antikdrper^gekoppelten bzw. 
Glycin-gekoppelten KOgelchen, die aus Bromcyan*aktivierter 
Sepharose 4B (Pharmacia LKB) gemSB dem Protokoll des Berstel- 
lers bergestellt vurden. Als Antikdrper warden jeweils 5 mg 
von X*' -spezif ischem Antikorper 20-8-4S (IgG 2a, kappa; 25) 
Oder D^-spezifische Antikorper B22-249 (IgG 2a, kappa; 26) an 
1 ml der KQgelchen gekoppelt. Der Oberstand des Zellextrakts 
wurde zunachst durch eine S&ule mit Glycin-gekoppelten KQgel- 
Chen, dann durch eine entsprechende SSule mit Anti-K^-Kiigel- 
Chen und dann f Gr eine Scheinprazipitation dber Anti-D^ - 
Kttgelchen geleitet. 

Die Kiigelchen wurden aus alien drei S£Lulen entfernt und mit 
0,1 % Trifluoressigsaure fiir 15 Minuten verwirbclt (7). Die 
Oberstande vurden durch Vakuumzentrifugation getrocJcnet und 
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^ 11 ^ 

durch Reverse Phase HPLC unter Verwendung elner Superpac Pep 
S Saule (C2/C18; 5 pm Teilchen, 4,0 x 250 nm, Pbarmacla XKB) 
und elner Pharmacia LKB-Apparatur abgetremil: ( 4 ) » Elusions- 
jaittel: Ldsung A 0,1 % Trif luoressigsaxire in BjO (v/v), 
l/osung B 0,1% Trif luoressigs^ure in Acetonitril « 

Fur die in Figur la und b gezeigten chromatographischen Tren- 
nungen vurde der folgeode Gradient verwendet: 
0 bis 5 Hinuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 

40 bis 45 Minuten 60 % B, 

45 bis 50 Minuten Abnahme au£ 0 % B, 

FluBrate: 1 ml/Minute, FraktionsgrdSe: 1 ml. 

Die einzelnen Fraktionen wurden gesammelt und durch Vakuum- 

zentri£ugation getrocknet. 

Figtir 1 zeigt die BPIC-^Anftrennung von iinminpr&zipitierten 
und Trifluoressigsaure-behandelten K^-Molekiilen. Figur la 
zeigt ein BPI.C->Pro£il von TFA^behandeltem Material, das aus 
P815-I«ysat mit Anti«K*' (durchgehende Idnie) bzw. mit Anti-D»> 
(gestrichelte Id.nie) pr&zipitiert wurde* Zwischen den Frak- 
tionen 20 und 28 wird heterogenes Material in geringen Mengen 
eluiert, bei dem es sich urn die gesuchten allelspezif Ischen 
Peptidgendsche handelt. 

Die Fraktionen 20 bis 28 wurden sovohl aus dem K<<-Ansatz als 
auch von dem Scheinprazipitat gesammelt. Beide Ansatze wurden 
unter Verwendung der ^£dman->Abbaumethode automatisch sequen- 
ziert (Bdman et al., Eur. J.Blochem. Is 80-91 (1967)). Der 
Edman-Abbau vurde in einem Protein Sequencer 477A, au8gestat«> 
tet mit einem on-line PTH-Aminos&ure Analysator 120A (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, 94404, USA) durchgeftihrt. Glas- 
faserf liter wurden mit 1 mg BioPrene Plus beschlchtet und 
nicht prazykllsiert.. .'Die Sequenzlerung wurde unter Verwendung 
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der Standardprogramme BEGIN-1 und NORMAL- 1 CAppIied Biosy- 
stems) durchgcfuhrt. Cystein wurde nlcb^ modifiziert und 
konnte deshalb auch nlcht nachgewiesen verden. 

Das Edman-Verfahren beinhaltet eine seguenzielle Derivatisie- 
rung und Aminosaurenentf ernung vom K-Tenninus, von denen jede 
chromatographisch identifiziert vird. Da es ungewdhnlich xst, 
komplexe GemiEche von Peptiden zu sequenzieren, verden die 
direkt aus dem Seguenziergerat gevonnenen Daten pr&sentiert. 
Tabelle la und b zeigen die Ergebnisse aus zwei Sequenzie*- 
rungsversuchen fUr K^-eluiertc Peptide. Tabelle Ic zeigt das 
Sequenzierungsergebnis einer Scheinelution mit D^'-^spezif i- 
schen Antikorpern auf P815-Lysaten. Die K** -eluierten Peptide 
haben ein klares Arainosaurenuster fttr jede Position von 1 bis 
S, wahrend das scheineluierte Material durchgehend ein 
gleichformiges Aminos aurenuster nit einer Abnahme der absolu- 
ten Menge jedes Rests bei jedem Zyklus zeigt. Bei den K**-* 
eluierten Peptiden wurden nur die Reste, die mehr als 50 % 
Anstieg in der absoluten Menge im Vergleich suit den vorheri- 
gen oder dem vorvorherigen 2yklu6 zeigten, als signifikant 
erachtet und unterstrichen. Die erste Position ist schwierig 
zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklus gibt und fiber- 
dies alle im HPI/:-Pool vorhandenen freien Aninosauren an 
dieser Position nachgewiesen werden. Filr die zveite Position 
ist der einzige Rest, dessen Baufigkeit im Vergleich zum 
vorherigen Zyklus klar erhoht ist, Tyrosin (z.B. Tabelle la 
60,9 pmol auf 875,6 pmol). Der einzige andere Rest, der einen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
ahnliche Seitenkette aufveist. Dies best&tigt die Annahme, 
die aus einem Vergleich des naturlichen -restringierten 
Influenza-Epitops (mit der Sequenz TYQRTRALV) mit anderen K<*- 
restringierten Peptiden im Binblick auf den Tyrosin-Rest an 
Position 2 resultiert. Dagegen gibt es keinen definierten 
Aminosaurerest , der fUr die folgenden Positionen 3 bis 8 
charalcteristisch ist. Es werden bis zu 14 unterschiedliche 
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Reste in den einzelnen Positionen gefunden* An Position 9 
werden lie und Leu gefunden. £s gibt keinen Signalanstieg an 
Position 10, was darauf hindeutet, daB die meisten K^-gebun- 
denen Selbstpeptide nicht ISnger als 9 Reste sind. Das natOr- 
liche K^'-restringiexrte Inf luenza-Peptid ist sorait ein 
Konapeptid (4). Das .Ronsensusseguenzmuster, das aus diesen 
Ergebnissen hervorgeht, ist in Tabelle Ic gezeigt* Am jneisten 
auffallend sind Tyr an Position 2 und lie oder Leu an 9, 
v^hrend an alien anderen Positionen eine gr56ere Anzahl an 
Resten gefunden wird. Ein Vergleich dieses Mo^vs mit Peptid* 
sequenzen, die K'^ -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
die neisten gut zu dem -restringierten Konsensusmonomer- 
Motiv passen (Tabelle Id). 

Der durch einen Pfeil in Praktion 29 von Figur lb narkierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion der ScheinprMzipita- 
tion warden unter hoherer Aufl&sung emeut chromatographiert, 
wobei das Fraktionsvolm&en 0,5 ml betrug (Fig* Ic). Der 
scharf e spezif ische Peak stellte. ein Peptid nit der Aminos&u* 
reseguenz SYFPEITBI dar, das durch direkte Sequenzierung be- 
stisnnt wurde* Die Identit&t dieses natQrlichen Zellpeptids 
lait synthetischem STFPEITBI-Peptid wurde durch Coelution auf 
HPLC best&tigt (Fig* Ic) • Die Sequenz pafit zu de& Konsensus* 
motiv aus dem Pool der Fraktionen 20 bis 28 (Fig* la,b), 
vodurch das Vorhandensein eines spezif ischen -restringier- 
ten PeptidmotivB (Tabelle Id) bestHtigt wird. 
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Tabelle Id 

Das K** -restringierte Peptldmotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




Y 


















N 


P 


H 


K 


T 








I 






F 


N 








L 












K 


F 


A 


A 


V 


B 


P 


E 


A 




H 


E 


N 


I 


H 


E 


R 




V 


S 


D 


M 


D 


K 


S 




R 


D 


I 


Y 


£ 


V 


V 




S 


H 


Z. 


V 


Q 


V 


T 




F 


N 


5 


R 


S 


F 






E 




T 


I, 




R 






Q 




G 












K 
















H 
















T 













I 

L 



Bekannte qpitcjpe* 
TYORTRA LV 



I 
V 

I 

L 
K 
R 
K 

S 
S 



Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 



A 

Q 

S 

Q 

L 
L 

Q 
I 
V 



T V A 

Z L A 

T V 

W V 

E N 

K K 

A V 

P S 

P S 



A 

G 
G 
G 
T 
A 
A 



G 

I 

S 

T 

K 

K 

T 

£ 

E 



S 
Y 
S 
Y 
E 
E 
T 
K 
Q 



L 
A 
L 
V 

T L 
T L 
L 
I 
I 



Litecatur- 

Proteinguelle stelle 

Inauenza FR8 NP 147-154 4,29 
Selbstpeptdd P815 

Influenza JAP BA 523-549 30,31 

Influenza OAP SI 523-549 30,31 

Influenza FR8 BA 518-526 32 

Influenza JAP BA 202-221 30,31 

HrA-A24 170-18233 33 

EUirOa 170-186 34 

P815 IXanoor-Antigen 35 
Plaancxiium beng^iei CSP 249-260 ' 36 

Plasanodiuro yoeli CSP 276-288 37 
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* Peptide r von denen bekannt Ist, da6 sie -restrJLnglerte T- 
Zellepitope enthalten, warden gemaB ihrer Tyr-Reste in tiber- 
einstimmung gebracht. Peptide, von denen bekannt ist, dafi sie 
natiirlich prozessiert sind, sind unterstrichen* 

Beispiel 2 

Elution von Peptiden aus K*»- and D** -Molekiilen 
Detergenz-Lyeate aus EL4-Tusiorzellen (B-2^ ) wurden mit 
spezifischen und D^-spezifischeh Antik&rpern, vie in Beispiel 
1 beschrieben, issnunprazipitiert. Ale D'* -Antikdrper vurde 
B22-249 (siehe Beispiel 1) nnd als -Antikorper vurde K9-178 
(IgG 2a, K, 27) verwendet. Die von MEC-Molekulen dissoziier- 
ten Peptide wurden durch Reverse Phase HPLC aafgetrennt. 
Sovohl K*»- als auch D*» -Material vurde mit Profilen eluiert, 
die in etva den K** -Material aus Beispiel 1 entsprachen, vobei 
jedoch in dem heterogenen Material, das zvischen FraJctionen 
20 und 28 eluierte, gevisse Unterschiede auftraten. 

D** -restringiertes Peptidinotiv 

Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem D'^-Ansatz vurden 
sequenziert (Tabelle 2a,b). Die Positionen 2 bis 4 enthielten 
siehrere Reste . Dagegen gab Zyklus 5 ein starkes Signal f Ur 
Asn. Der vorherrschende Rest an Position 5 der D*» -eluierten 
Selbstpeptide ist somit Asn. Das schwache Signal fiir Asp wird 
durch Bydrolyse von Asn zu Asp unter den Sequenzierungsbedin- 
gungen verursacht. Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bis 14 
unter schiedliche nachveisbare Reste. Position 9 enthielt ein 
starkes Signal fiir Met, ein mittleres fiir He und ein schwa- 
ches fiir l*eu (alle hydrophob). (Die Bedeutung von Met oder 
lie in einem D^-restringierten Bpitop vurde bereits berich- 
tet, siehe 17). An Position 10 var kein Signal, vas darauf 
hindeutet, daB D^ -prasentierte Selbstpeptide Nonapeptide 
sind. Das durch diese Ergebnisse ermittelte Konsensusmotiv 
ist in Tabelle 2c gezeigt. Ein Vergleich dieses Motivs mit 
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dem natiir lichen D^-^restrlngierten Pepcid und mit anderen 
Peptiden, die D*» -res-tringiertc Epitope enthalten, zeigt, daB 
Asn an Position 5 «in unver&nderlicher Ankerrest des D^-re- 
stringierten Peptidiaotiva sein kann* Die anderen Reste der 
D*>-restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, init 
Ausnahz&e von Position 9 (mit Met, lie oder Leu), die wie eine 
zveite Ankerposition aussieht. 
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Tabelle 2c 

Das D** -restringierte Peptidmotiv 



Position 



Dominant e Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 










N 

• 








M 




H 


I 


K 




L 






I 






L 


E 




F 












P 


Q 
















V 


V 












A 


A 


G 


D 




A 


D 


F 


L 


N 


Q 




T 




Y 


E 


H 




I 


D 








T 


Q 


K 




F 










V 


V 


S 




P 










M 


T 


y 




S 










£ 


Y 






T 










Q 








V 










H 


















I 


















K 


















P 


















S 









Bekannte Epitope 



ASNENM ETM 
SGP SNTPPEI 
SGVENPGGYCL 

S A I N N y • . . 



IdtexatUT- 
Proteinguelle stelle 
Influenza NP 366-374 154 4,2 
Adenovirus ElA 38 
Is^XEpbazyten QxTrianFiningitis 
Virus GP 272-293 39 
Sindan Virus 40 T 193-211 40 
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K** -rcstringiertes Peptidmotiv 

Die vereinigrten Fraktionen 20 bis 28 aus den K*>-Ansat2 warden 
sequenziert (Tabelle 3a, b). Position 3 enthielt ein starkee 
Signal fiir Tyr und ein schwaches fOr Pro. Position 4 zeigte 
schwache Signale fiir 5 Reste. Starke Signale fur Phe und fUr 
Tyr Biacben diese beiden Reste an Position 5 vorherrscbend. 
Die nScbsten beiden Fositionen enthielten 5 bzw. 3 Signale. 
Position 8 zeigte ein starkes Signal fiir Leu, ein mittleres 
fUr Met und schvMchere fiir lie und Val. Position 9 zeigte 
keinen Anstieg fiir irgendeinen Rest, was ait der I»&ige des 
bekannten K^-restringierten natGrlichen Peptids, das ein 
Octamer ist (5), itbereinstixnmt. Eine ilnalyse des K^— restrin* 
gierten Konsensusmotivs und Vergleich mit Bpitopen zeigt zvei 
Ankerpositionen: Tyr oder Phe (beide nit ahnlichen aromati- 
schen Seitenketten ) an Position 5 und Leu, Met, lie oder Val 
(alle mit Mhnlichen hydrophoben Seitenketten) an Position 8» 
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Tabelle 3c 

Das K**-restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
1 2 345678 
F L 

y 



Etark 



H 



schwach 



R 
I 
L 
S 
A 



N P 



R 
D 
E 
K 
T 



TNI 
I Q V 
B K 

S 



Bekannte Epitope 

RGYVYOGL 

SIINF EKL 
AP GNYPAI. 



Prokedjiqaelle 
Vesicular Stonatitia Virus 
NP 52-59 

Ovalbumin 258-276 
Seniai Virus NP 321-332 



Literatur- 
gtelle 

5 

41 

42 



Pej^pieJ. 3 

HIA-A2.1-reBtringierte6 Peptidmotiv 

Bin Detergenz-Lysat von. nenschlichen JY-Zellen mxt dein HLA- 
A2*l-MHC-MoIektll (45) vurde mit A2-spezifischen Antik&rpexTi 
{BB7.2, Ig62b, Literaturstelle 28) iinmunprazipitiert. Die von 
A2-Molektilen dissoziierteh Peptide wurden durch HPLC aufge- 
trennt; Es wurden die Fraktionen 20 bis 28 vereinigt und wie 
zuvor beschrieben seguenziert (Tabelle 4). Die zweite Posi^- 
tion enthielt ein starkes Signal f iir Leu und ein mittleres 
fiir Met» An den Positionen 3 bis 5 wurden jeweils 6 bis 8 
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Reste gefunden. Position 6 enthielt Val, Leu, lie und Thr. 
Die folgenden zwei Positionen zeigten jeweils 3 Signale. 
Position 9 zeigte ein starkes Val- und ein schwaches Leu- 
Signal. Position 10 zeigte Xeinen Anstieg fur einen Rest, was 
darauf hinweist, daB A2-restringierte Epitope Nonapeptide 
sind. Leu oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 scheinen die Ankerreste zu sein* Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-restringierten Epitopen konnen mit dem Motiv in 
tibereinstimmung gebracht warden, wahrend dies bei anderen nur 
teilweise. inSglich ist (Tabelle 4c) . Die Existenz von mehreren 
Varianten von A2-MolekUlen kann diese schlechte tibereinstin- 
xoung einiger Peptide mit dem Hotiv verursachen* 
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Tabelle 4c 

Das HLA-A2.1-reEtringierte Peptidmotiv (HLA-A*0201) 

Position 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


Dominante Ankerreste 




L 














V 


stark 




H 




E 




V 




K 












K 












schwach 


I 




A 


G. 


. I 


I 


A 


E 


L 




L 




y 


P 


K 


L 


Y 


S 






F 




F 


D 


Y 


T 


H 








K 




p 


T 


M 












M 




M 




G 












Y 




S 




F 












V 




H 




V 


H 









Bekannte Epitope 



ILKEPVHGV 

GILGFVFTL 

ILGFVFTLT 

FLQSRPEPT 

A M Q M L K E . . 

PIAPGQNRE 

QMKDCTERQ 



Literatur- 
Proteinguelle stelle 
HIV Reverse Tcanskriptase 
461-485 43 
Jnflaenza Matru^irotein 57-68 44 
TTiflumza Matrijqprotein 57-68 44 
En Gag Protein 446-460 46 
HIV Gag PtDtein 193-203 46 
HIV Gag Protein 219-233 46 
HIV Gag Protein 418-443 46 
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Tabelle 5 

Das HIiA-A*0205-restringierte Peptidmotiv 



a) A*0205 

Doninan'te Ankerreste 



1 2 



Posi1:ion 
3 4 5 6 



7 e 



9 
L 



And ere 



V 
L 
I 

Q 
H 



Y 
P 
F 
I 



G 
£ 
D 
K 
N 



V 

y 
I 



I 

V 
T 
L 
A 
R 



Q K 



Tabelle 6 

Das H-2K'^ -restringierte Peptidmo'tiv 



Doninan'te Ankerreste 



Position 
2 3 4 5 6 



8 

I 



Stark 



K 
N 

y 

H 



Schvach 



V 
F 



Q 
I 
L 
F 
P 
H 
T 



A 

G 
P 
T 
V 
F 
S 



N 
K 
H 
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Tabelle 7 

Das -restringierte Peptidmotiv 



Dominance Ankerreste 



Position 
1234567B 

I 



Stark 



E K 



Schwach 



Q 
G 
P 



N 
Q 

G 
M 
P 

y 



A 
R 
K 



R 

y 



Beispiel 4 

Peptidmotive von HIiA-Al, HIiA^AB, HI«A-All, HLA-A24, EIiA^A31, 
HIA-A33, eiA-B7, BLA-B8, HIA-B*2702, HLA-B*3501, HLA-B*3503, 
BIA-B37, eiA-B38, BI«A-B*3901, HIA-B*3902, HLA*-B*5101, 
HLA-B*5102, HIA-B*5103, ELA-B*520I, HIA-B58, EI1A-B6O, 
BLA-B6If BIA-B62, HXA-B78, ELA-Cw*0301, HIA*Cw«0401, 
HIA-Cw*0602, HIiA-Cw*0702, HLA-Cw4, BLA-Cw6, BLA-Cw7, HLA- 
DRBI*0101, DRB1*1201, HIJV-DR4wl4, HIA-DR17, m:A-DRw52, BLA- 
DPw2, BLA-DPB1*0401, BLA-DQB1*0301, BLA-DQwl, HLA-DRl, BLA- 
DR3 und BLA-DR5 

Die Bestiimnung dieser Peptidxnotive erf olgte entsprechend den 
Beispielen 1 bis 3. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 6 bis 
24 dargestellt. 

Die Peptidraotive HLA-A, B und C sind MBC-Klasse I-Liganden. 
Die Peptidmotive BLA-DR, DQ und DP sind MBC-Klasse II-Ligan- 
den. 
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pemerkunq^n g^r E p i topvorhersaqe fur HLA-K^<iss^ I-yiiqanden 

ATiker; Alle Anker werden in dcr Kegel bei alien natlirlichen 
MBC-Klasse I-Iiiganden benutzt* Jedoch kommt es auch vor, daB 
andere als die angegebenen Ankerreste, n&nlich solche mit 
&hnlichen Eigenschaf ten^ benutrt werden (z.B. kann eine hy- 
drophobe Aininosaure durch eine andere hydrophobe ersetzt 
werden Die Zahl der Aminosauren zwischen den Ankern ist in 
der Kegel konstant, jedoch kammt ee auch vor, daB ein oder 
zwei weitere Aminosauren eingeschoben sind. 

Hilfsanker: Diese werden bevprzugt, jedoch nicht obligato- 
rischr benutzt; sind mehrere Hilfsanker angegeben, wird in 
der Kegel zumindest ein Teil davon benutzt. 

Bei der Epitopvorhersage beziiglich einer Proteinsequenz wird 
man zweckinaOigerweise f olgendermaBen vorgehen: 

Die Proteinsequenz wird nach Ankerresten iia richtigen Abstand 
abgesucht. Die so gefundenen Teilseguenzen .(Liganden-Kandida- 
ten) werden auf das Vorhandensein von Hilf sankerresten an der 
richtigen Position gepriift, was die Zahl der Ligandenkandida- 
ten einengt. Aus den verbliebenen Kandidaten werden die aus- 
gewahlt, die noch weitere der bevorzugten Aminosaurereste 
enthalten. 

Bemerkunaen zur EpitoDVorhersaac fiir HLA^Klasse ll-Lioanden 

Anker; Die HLA-Rlasse II-Motive weisen 3 oder 4 Anker auf. 
Die einzelnen Liganden benutzen jedoch oft nur 2 dieser An- 
ker. Vermutlich benutzen die besonders stark bindenden Ligan- 
den alle Anker, und vermutlich konnen fehlende Ankerreste 
durch Ubereinstimmung in anderen bevorzugten Resten kompen- 
siert werden. 
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Um dies zu verdeutlichen. Bind bei den Ligandenbeicpielen die 
passenden Ankerreste doppelt, die anderen bevorzugten Reste 
einfach unterstrichen . 

Die allel-spczifischen Motive in den Tabellen 39 - 47 sind 
in yelativen Positionen (Erster Anker « Relative Position 1 ) 
angegeben, da die Zahl der Aminosaurereste zvischen K-Tenai- 
hus und erstem Anker bei Klasse II-Liganden variabel ist (im 
Gegensatz zu Klasse I-Liganden). In den Tabellen 48 - 50 sind 
die Motive in den absolnten Positionen angegeben. 

Die Vorgehensweise bei der Epitop-Vorhersage innerhalb einer 
Proteinseguenz vird ahnlich sein wie bei Klasse I, nur daB 
von vomherein die Sequenz nach Obereinstimmung x&it minde- 
stens 2 Ankerresten (davon einer Anker 1) abgesucht vird* 
Werden au£ diese Weise laehrere Liga'ndenkandidaten erhalten, 
werden zur weiteren Einengung die anderen bevorzugten Reete 
verglicben und schlieBlich auf flbereinstiimming ndt dem (nicht 
allel-spezifischen) Prozessieriingsmotiv (Protein aos absolu- 
ter Position 2 bzw. 12 bis 16) geprfift. 

In der ftbsoluten Position 2 der untersuchten BUV-^Klasse II- 
Liganden findet sich ein aehr starkes Pro-Signal. Weitere 
Pro-Signale finden sich im Bereich des C-Terminus. Diese Pro- 
Signale scheinen ein bevorzugtes MerJcmal von natiirlichen 
Klasse II-Liganden zu sein* Das Prozessierungssiotiv f&r HLA- 
Klasse II-Liganden ist daher vie folgt: 

absolute Postion 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
P P P P P P 

In den Tabellen 39-47 liegt der erste Anker ira allgemeinen 
im Bereich der absoluten Positionen 3-5 oder 4 - 6* 
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Der obere Teil von Figur 2 zeigt einen verexnf achten Ver- 
gleich von Klasse II- and Klasse I-Liganden. Klasse II-Ligan- 
den (links) sind in der MBC-Spalte durch allel-spezificche 
Taschen verankert. Beide Bnden der Spalte sind of fen, d«h. 
die Liganden (12-25 Reste, durchschnittlich 15 - 16 Reste) 
k&nnen heraushangen. Der zweite Rest nach dem V-Tersiinus ist 
haufig Pro, venmitlich als Brgebnis einer Aiainopeptidaseakti- 
vitat. Wie aus Figur 2 hervorgeht, ist dieser Pro-Rest nicht 
an der Bindong mit der MHC-Spalte beteiligt. D.h*, ein 
synthetisches, MBC Il-bindendes Peptidmotiv nuB den Sxsr^^^t 
nicht enthalten, sondem es beginnt vorzugsweioe erst adt dem 
ersten Ankerrest* Der Abstand zwischen den N-Termini und dem 
ersten Anker ist 5 11 Reste fiir die Hehrzahl der Liganden. 
Der Abstand zwischen dexn letzten Anker und dem C-Tenainus ist 
nicht konstant. Die Hauptunterschiede zu Liganden der Klasse 
I (rechts) sind die feste Bindung der Peptidtermini innerhalb 
der Spalte und die besser definierte L&nge der Liganden. 

Der untere Teil von Figur 2 zeigt die hypothetische Bindung 
von Klasse II -Liganden an ihren Rezeptor. Der Ligand ist als 
Peptidriickgrat in einer langgestreckten Orientierung darge- 
stellt. Der erste hydrophobe Anker ist am a-Ende der Spalte 
und der letzte am entgegengesetzten Ende. Der zweite Anker 
ist etwa in der Kitte, wo sich a- und B-Domanen treffen* 
Somit stimmt der Abstand zwischen dem ersten und dem letzten 
Anker ait der Lange der Spalte tiberein* Die relativ konser- 
vierten Charakteristiken des ersten Ankers (hydrophob/aroma- 
tisch) den unterscbiedlichen Allelen k6nnen das Fehlen eines 
verstM^rkten Polymorphismus in den DNA-Genen wiederspiegeln, 
w&hrend der zweite und der letzte Anker dem Einf luB der poly- 
morphen B-Ketten ausgesetzt sind. 
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Tabelle 8: 

Ankcrrcstc 

bzw. HilTsankeireste 

sonstige 

bevomjgte Reste 

Beispiele 
far Uganden 

Tabelle 9: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 



- 31 - 



HLA-Al-Motiv 

Position 
123456Z89 

T D L Y 

S £ 



L P GG 
G N V 
I Y I 



ATDFKFAMY 
I ADMGHL K Y 
MI EP R T L Q Y 
YTSDYFI SY 
L T DP GV L D Y 



HIA-A3^MnHv 



Position 
12345^289 10 



L 




I I 


KK 


V 




ML 


Y 


M 




P M 


F 






V F 








T 








L 




F 


I 


0 




Y 


P 


S 






V 


T 






K 


K 
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Tabelle 10: 

Ankerrestc 

bzw- Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 

Beispide 

fur Uganden . 

Tabelle 11: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 



Position 

122456789 10 11 

V M K K K 
I L 

F F 

Y Y 
T I 

A 



N 


P 


P 


I 


L 


R 


R 


R 


D 


G 


I 


V 


I 


K 


. D 




E 


D 


F 


M 


V 


N 






0 


E 


V 




V 


E 








K 


M 




F 


Q 






M 


K 


P 


E 


A 


E 


K 


R 


I 


L 


P 


P 


L 


S 


P 


Y 



HIA-A24-Motiv 

Position 

1 2 3 4 5 fi 7 8 9 

Y IF I 
V L 
F 



N D QE 

EP NK 

L 

M 

P 
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Tabelle 12: 



HLft-A31-MPtiv 

Position 
12345fi789 

Ankerreste 

bzMT. Hilfsankerreste L L R 

V F 

Y V 
F I 

T 

sonstige 

bevorzugte Reste KTKPPNNL 

0 N DI D VR 
F E V E R N 
L G F R F Q 
Y S L T 
WV Y H 
T W L 
Y 

Beispiele 

fiar Liganden LQFPVGRVHR 

QQLYWSHPR 
RGYRPRFRR 
KVFGPI HER 
K I MK WN Y E R 
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Tabelle 13: 



. Position 
123456789 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankexreste A 

I 
L 
F 
Y 
V 

besonders T L P P I 

bevorzugte Reste K L 

F 



sonstige 

bevorzugte Reste E Q R R R H Q 

M WD 1 DY N 
E E F H V E 
N GP Y T M 
S V S 
H L 
P W 



Beispiele 

fur liganden D M A A Q I T Q R 

ESGPSI VHR 
EYYGSFVTR 
DY I HI R I Q OR 
EI MKWNRER 
EV L Dl F QDR 
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Tabelle 14: 



HIA-B7-Motiv 



Ankerrcste 



Position 
12 3 4 5 6 7 8 9 

P L 

F 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Tabelle 15: 



Ankerteste 



A DDDF L 
H E E P T V 
S QGl R 

K H V L 

Y L I 

F K 

MS 

N T 
, A P 

HLA-Pg-Motiv 

Position 
123456789 

K K L 
R 



besonders 
bevorzugte Reste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



G 
L 
I 



E 


NEE 


0 


OHO 




H MH 




I S 




L 




Y 




V 


D 


E N L 1 


H 


MD V 


L 


SOD 


S 


T S T 


T 


F T 


R 


Y 


G 




K 
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TaU^elle 16: 



Ankenreste 



Hr^-B'27Q2-MQ«v 

Position 
1 2 3456789 

R F 

Y 
I 
L 
W 



sonstige 

bevorzugte Reste K F G I I Y K 

L P K V L V 

XKEY VD 
DV RT E 
EMD F R 
QT H 
T E 
S 0 

Beispiele 

furUganden SRDKTI I MW 

GRLTKHT KF 
RRFVNVVPTF 
KRYKS I VKY 
KRKKAYADF 
KRGI LTLKY 
G R F GV G N R Y 
G R F KL I V L Y 
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Tabelle 17: HLA-B'3501-Motiv 

Position 
123456789 10 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste P Y Y 

F F 
MM 

I I 



sonstige 

bevorzugte Reste MAI KDI VE 

V L D I ON 0 

Y F E V KE V 
R V GT V QT 
D MP E L T 

E GMK 
T L 
Y M 
N 



Tabelle 18: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



HLA-B*35Q3-MqCv 

Position 
123456789 

P L 

M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



A I EGDQQF 
D L K V E N R 

MN H VT 

V H I 

R 
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Tabelle 19 r 



Ankerreste 

bzw, Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



PLA>B37>MQttv 

Position 
123456789 



D 


V 


F I 


B 


I 


ML 




A 


L 








K H 


T 


9T 


OP 


R 


K E 


G 


D 


Y N 


S 


G 


L D 


L 


H 


0 






G 






H 



Tabelle 20: 



Ankerreste 



HIA.B38-Motiv 

Position 
123456789 

F 
I, 



sonstige 

bevorzugte Reste 



HI GMV Y K I 
F A E T I V Y 
P D P VT N N 
WE L A K R 
YSVER T 

N ON 

M L H 

V K 
S 



Beispiele 
fur Liganden 



EHAGVI SVL 
THDELEDKL 
QYDEAVAQF 
YPDPANGKF 
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Tabelle 21: 

Ankerreste 

bzw. Hllfsankerreste 



- 39 - 

HLA-B'aflOI-Motiv 

Position 
I2345£780 

R I L 

H V 
L 



sonstige 

bevorzugte Reste A D V N N S 

D E Y y K 
I GI F R 
L P L E 
F K F T 



Tabelle 22 t 



Ankerreste 

bzw. Hllfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



V 


T 


M 


G 


S 


K 


T 


N 


y 


P 


HLA-B'3902-Mott 




Position 


123456789 


K 


I 1/ 


9 


L 




F 




V 


K AGNVVTF 


A I 


p E y L S M 


F 


GT T R 


V 


PHY 


N 


0 F N 


L 


S I D 


T 


T MH 


y 


P 


E 


R 


H 




S 
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Tabelle 23: 

HIA-B*5101-MnHv 

Position 
12345 6 789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankeireste A P 

p r 

G 



9 



sonstige 

bevorrugte Reste I W 1 G V N K T W 

L F L V T I 9 M 

V MI G L R V 

Y F K A K E 
WE I 0 
YDS 

V 
E 

H . 
D 
R 
N 

Beispieie 

fur Liganden YPFKPPKV 

DA HI Y L N H I 
T G Y L NT VT V 
X A Y A L N HT L 
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Tabelle 24: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



HLA-B*5102-MoKv 

Position 
122456789 



P Y 

A 

G 



I 
V 



sonstige 

bcvorzugte Reste 



F G V I RT 
VEQNER 
L K NQ 9Y 
I L GT K 
T T 

Q 
R 
N 
H 



Tabelle 25: 



H]UV-P'5?03-MPtiv 

Position 
12345 67 



Ankerreste 

Oder Hilfsankerreste 



AY 

P 

G 



V 
M 



sonstige 

bcvorzugte Reste 



F F E G I 
WD L A K 
L N VT 
R N 
GQ 
Q M 
T R 
V 
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Tabelle 26: 

HLA-B-5201-Moti\' 

Position 
12345678 

Ankerreste 

brw. HUfsankcrreste Q F L I 

y I V 
W V 



sonstige 

bevorrugte Reste V M I L M K K 

L F L I F N E 

I P P V A L 0 
DP T T Y 
K K G S 
E 
A 

Beispiele 

fur Uganden TGYLNTVTV 

VQTl MP QL 
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Tabelle 27: 

HLA-B5S-Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

brw. Hilfsankerreste A P V F 

S EI W 
T KL 
M 
F 

sonstlge 

bevorzugte Reste KGGDAI LNY 

R T QD V y R 
1 I R N L MK 
L T F NT 
V Y 
F W 

y Q 

N 
Q 
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Beispiele 
fur Liganden 



K A GQV VT I W 
A G D RT F Q K W 



wo 94/1 1738 



PCr/i393/63175 



- 44 - 



Tabelle 28: 



HLA-B60-Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

b2Mf. Hilfsankerreste £ I L 

V 



sonstige 

bevorzugte Reste A P L K L K 

VKI NYR 
I D V P MQ 
L G D V 
MN T I 
F 9 N D 
S T P R 
D GQ 
N K 

0 

Beispiele 

fiiirUganden K E S T L H L 

H E AT L R 
YEI HDGMNL 
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Tabelle 29: 



Hilfsankerreste 



HLA.BSl-Motiv 

Position 
1 2 a 4 5 £ 7 8 

B F I 

I L 

L F 

V V 
Y 
W 



sonstige 

bevorzugte Reste 



P ME V 


N Y K A 


T GI 


V S P 


P L 


L 


S M 


W 


N D 


I 


D G 


T 


K V 


R 


A F 


D 


R N 


0 


N S 


G 


OK 





Beispiele 

for Uganden GEFGGFGSV 

E E F OF 1 KKA 
GEFVDLYV 
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Tabelle 30; 



Ankerreste 

Oder Hilfsankerreste 



HLA.B62-Motiv 

Position 
123456789 



9 
L 



I 
V 



F 
Y 



sonstige 

bevorzugte Reste 



MKP GV V Y 
V A EL T T V 

NGFGLT 

F DT I I 

P 

Y 

H 

R 



Beispiele 
fur Liganden 

Tabelle 31: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



V L KP GMVVT F 
YLGEFSI TY 



HlA-B7B-Motiv 

Position 
1 234562fi 



P 
A 
G 



I 
L 
F 
V 



Y E D 


A K 


DDG 


V S 


WGV 


N 


L N 


K 


VR 


9 


SQ 


E 


QS 




RT 




N 
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Tabelle 32: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



Cw*0301-Mot<v 

Position 
12a45£789 



V P 

I 

Y 

L 

M 



F 
Y 



L 
P 
M 
I 



sonstige 

bevorzugte Reste 



R E R N MQT 
N K 
S 
M 



Tabelle 33: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



HT^-nW0401-Motiv 

Position 
1 2 3 4 5 fi 7 8 9 



Y 
F 



V L 
I - F 
L M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



P DDAX K 
H B H AS 
P M X H 
XT K 
R 
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Tabelle 34 



Ankcrreste 

brw. Hilfsankerrcste 



sonstige 

bcvorzugte Restc 



HLA-Cw^Q6Q2-Motiv 







rosiuon 




I 


2 3 4 


5 £ 7 8 


9 






I V 


1/ 






L I 


I 






F L 


V 






M 


T 


I 


P P P 


KA R Y 




F R I E 


T K E 




K 


G D 


S OQ 




Y 


F Q 


N N 






y L 


R 






K 


G 






N 


T 






A 


S 








K 





Beispiele 

fur Liganden YOFTGIKKY 

VRHDGGNVL 
FAFPLI QRV 
X Q R T P K A G L y Y 
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Tabelle 35: 

HLA-Cw*0702-MoMv 

Position 
12345fi789 

Ankerreste 

b2W. Hilfsankerreste Y V V Y 

Y I F 
I L L 
L M 

r 

M 



sonstlge 

bevorzugte Reste R P D T A Y E 

DGE RMA 

A V N F 

Q RD 

P V K 

S F 

G E 

Bdspiele 



fur Liganden 



KY F DE HY E Y 

RYRP GT VA L 

NKADVI L K Y 

I YPQNVI L Y 

I R KP Y I WE Y 

NYGGGNYGSGSY 

FYPPYLY 
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Tabelle 36: 



HLA-Cy4-Motiv 

PositiDn 

123456789 

Anker f z* 

y M 

r 

stark rPDEAVAH 

Q MINK 

H 

schwach N N R F S Q I 

E R T H Q S 

G D K D P 

P F r r 

K H N G 

0 M E T 

G K r 
H P 
L S 
S 
T 
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Tabelle 37: 

Anker 
stark 

schwach 



Position 

123456789 

L 
I 
H 
V 





D 


I 


V 


R 


K 


I 


E 


M 


I 


N 


F 


F 


P 


F 




Q 


y 


Y 


M 








E 


N 












D 












G 


G 


L 


A 


Y 


5 


R 




V 


T 


K 




K 




T 
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Tabelle 38 r 



HIA>C^-Motiv 



Position 

123 4 56789 



Anker 



r 

Y 
n 



starlc 



schwach 







D 


Y 


Y 








F 




K 


I 










P 




V 






p 


K 




I 


T 


M 


A 


r 


6 






A 


T 


E 




R 




V 




Y 


k 








A 




V 


s 








M 




D 





Demnach haben HLA- Cw4-, Cw6- tind Cw7-Liganden Tolgcnde 
Eigenschaften: 

1. ) Ubenviegende LSnge von 9 Aminosauren (l&ngere und fcOxzere Peptide 
* konnen vorkommen) 

2. ) tJberwicgcnd aromatischc Rcstc F oder Y an Position 2 

3. ) tJbcnvJcgcnd hydrophobe Rcstc V, I. L. F. A an PoslUon 6 niilfisankcrT 

4. ) Hydrophobe Reste L, F, Y. M. V am C-Tennlnus 

Individuelle Unterschicdc dcr Uganden-SpezlfitAt von Cw4. Cw6, und Cw7 
gehen aus deri Tabellcn hervor. 
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Tabelle 39: 

HLA-DRB 1 *Q 1 0 1 -Motlv 

Rdatjve Position 
-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ankerreste 



bevorzugte Reste. 
polar Oder geladen 





Y 


L 




L 




V 


A 




A 




L 


I 




I 




F 


V 




V 




I 


M 




N 




A 


N 




F 




M 






Y 




W 








K 


K K 


E 


H H 


K 


Q 


D D 


Q 


R R 


R 


E 


E E 


D 


D D 


0 


N 


R R 


H 


OQ 


D 


D 


H H 


R 







R 
H 



bevorzugte 

kleine. - Reste A A S A S S 

T S T G T T 
P P S P 
T 
P 
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Tabelle 40: 



Relative Position 



Ankerreste 



bevorzugte Reste. 
polar Oder geladen 



bevorzugte 
klelne Reste 



-10 1 2 3 4 5 7 8 9 K 




I L 


V 


Y 




L M 


Y 


F 




F N 


F 


M 




Y V 


I 


I 




V A 


N 


V 






A 




N 


K 


K . 


R D 


K 


Q 


E 


K R 


E 


E 


0 


H H 


D 


R 


R 


Q E 




H 


H 


D K. 




D 








A 


G A A 


A A 




T 


P GG 


G G 






S T 


S S 






TP 


T 






P S 








P 





Beispiele 
fur Liganden 



SSVI ILNINVaifYXQT 

i 1£ll nen5xvp 
gpdgrl|egydofay©gk 

S D E K| B^N R V V R N N L R 
I NQi£G|fSGLfiELB£L 

EALi HQLKi NP^VLS 
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Tabelle 41 



Ankeixeste 



bevorzugte Reste, 
polar Oder geladen 



bevorzugte 
kleinc Reste 



HLA-DR4wl4>MoUv 

Relative Position 
10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

IF I 

L Y V 

MI I. 

V V M 

Y L Y 
F M A 



H 


K 


ODD 


9 


R 


N H H 


N 


0 


E09 


E 


N 


D N N 


D 


H 




0 






R 








A 


GT A 



T S 



Beispiele 

furUganden GSASMRYFHIAMSRPGRGEF 

VDDTQgVEFfiSDAASQRMEP 
YDNSLKI I SUASXTTN 
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2| fc. >- fa. < S i£2 fcj< H 

o5i tLi < >< fa* c: a: M 

col J ac: S id <>- 

o 

:i Q GioDogaioflogaaafl 

CO a£;D4>*2 J faj > ajS 2^02 CO 



Q 



5 - 

3i »4iMfai»^S> ^faji^^faj^faji^ 

7 2 zacc ocu ^ ^ X 

« id Q 

X 
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Tabelle 43: 

HLA-DRw52-Motlv 

Relative Position 
-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ankerreste 



F 


N 


L 


I 


L 


Y 


L 


V 


I 


y 


I 


V 


M 


Y 




A 


A 





sonstige 

bcvorzugte Reste E A A A A T E 

KT EG K 

0 RK Q 

N 

Beispiele 

fiiirUganden SLQ£GYgTG;Vl NAPQ 

SSVl I ^NTNVfi^YXQS 
N£ ERgKA] K VI 
V T R X I Y ]g B E E Y A R F 
VVAPgMA^I P^LLY 
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Tabelle 44 



Ankerreste 



bevorzugte Reste, 
polar Oder geladen 



bevorzugte 



Relative Position 
10 1 23456789 

F F I 

L LA 

M MM 

V Y V 
W 
Y 



R 


D 


N 


N 


N 


H 


D 


0 


Q 


Q 


H 


H 


H 


R 


K 


R 


K 








£ 









s s 



kJeine Reste A T 

T A 

Beispiele 

fQrLiganden ^ ^ ^ 1^ £ " ^ ^ P f ^ P S T E 

LP REEHLFRK£HY^PFLPS 

V T H K £ £ I 9 L F H T I G V E 
A D E Ki5 F ^GK Y t YEJ ARRHP 
DSFK^QlfiEFaVLKSLG 
GIPLSYTRFS^ARQVDG 
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> 
o 



o 

CO 

o 

- « 

cb 
a 

Q 



X, D C3D2: ^ CC 



o 




zi 


$M b S ^ > »M 


CO 




o 








> 

r; 10 


> ,4 Ml S 






CO 










IMI S ,^ 



GDI 2 id tS 



H 

O H CO a, 



CO cu 
< 

< O f- CO 

< O H to 

< O H CO (U 



a> 

cu 

< CL < 

aciOD 

a. cu .J 

<3> cu 
C»<IH 

-}> K 

H> « 
Q CO 
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Tabelle 46: 



Ankerreste 



HLA-DPBl*0401-Motiv 

Relative Position 
-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

F F V 

L L Y 

y , Y I 
M MA 
I V L 

V I 
A A 

bevorzugte Reste. 

polar Oder geladen K N 

R K 
E E 
N 

bevorzugte 

kleine Reste A 

V 

Bei^iele 

fur LJganden XKi£Xf^AATQFEP^NN 

GP g2 P A D V QX D L 2 L N Y A N R R 
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Tabelle 47: 

HLA-DQwl-Motlv 

Relative Position 
-10 123456789 

Ankenreste 

L F L 
F Y I 
N V W 



V 



sonstige 

bevorzugte Reste E A 

R E 

T G 

H 

N 

0 
R 

S 
T 



Dl LRS^YADWY QQKP G 

IkiEdi DRFEPL 
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Tabelle 48a: 



HLA-DRl-Mottv 



sehr Stark 
stark 



1 2 3 4 S 6 7 S 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 



DFRLRN HT 
F T H M N P D . 
Y I S G P 
K K 
V 



SChwach CDPODNaSMQRAKFE 

GtYGM. qTaMQlA Q 
iNAISvQsa I 
NINaatal x 

It £ 1 9 I V 

K G V V 

K L e 

F K 

D S 

£ 

Q 
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Tabelle 48b: 



Interpretation: 



1 2 3 4 5 e 7 8 9 10 11 12 13 



P 



END 
D K Q 
K D N 
E E 

Q 



M M M 
A A 



I F F I 

L ^ Y K 

M A I A 

F L A V 
M L 
V 



Demnach haben naturliche DRl-Ugandcn folgende Elgenschaften: 

1. ) L&ngc ubenvlegcnd mchr als 1 1 Aminosauren tlst bcrcits bckannt) 

2. ) Ubenviegend P an zwcitcr Position 

3. ) Polare/geladene Reste E, D. K, N. K, Q an Position 2, 3 oder 4 

4. ) Hydrophobe Reste I, L, ?• A an Positton 3. 4, 5 odcr 6 

5. )^ Hydrophobe Reste M. A oder L an Position 9, 10 oder 1 1 



wo 94/117^ 

Tabelle 49a: 

Sehr Stark 
stark 



ICT/EiP9S/IB175 
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1 2 3 4 5 6 7 a 0 10 11 12 13 14 15 16 



P 



A RDDDRQRLLTFFSA 
I QFI^ODKKWEVT^xT 
P LLSKKrSKQLYyH 
V FArSQDE FG 

GlyYHTY A 

H H Q M H K 

D T I P £ d 

I R F G H 
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Tabelle 49b: 
Intcipretation: 

1 2 3 4 5 € 7 B 9 10 11 12 13 14 IS 16 



L F L L Y r F 

r L I F 1* L Y 

I I y AY 

Y F 

M 

A 



D D D D Q D 
R Q K K K K 
Z Q Q R R 
Q REE 
H N 
H 

Dcmnach habcn xoaturliche DR3-Ligandcn folgende Etgenschaften: 

1. ) wlc bel DRl 

2. ) wie bei DRl 

30 Hydrophobe Rcstc L, F. 1. Y. M. A an PoslUon 3,4 odcr 5 
4.) Polare/geladenc Rcstc an Position 4. 5. 6. 7. 8 Oder 9 
5J Hydrophobe Rcsic L, F. A, Y an PosiUon 1 1, 12 oder 13 
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Tabelle 50a: 



HLA-DR5-Motlv 
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1 2 3 4 5 B 7 6 9 10 11 12 13 U 15 16 17 



Sehr Stark 
stark 



NDKRRRRPKRinDA 
gNDIKKNlDBQMp 

EELQLLvE 

LGFLAdAM 



T I t K q 

y I. Y A M 

H K V H V 

V H a M 

F n 

Y K 
V 
H 
r 



£ 
G 
h 
k 
S 



Y 
V 

P 

q 

a 
r 
K 



q Y y 
r F 

V 
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Tabelle SOb: 
Interpretation: 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 :3 14 15 16 17 18 19 20 



NDDRRRR NR 

EEKNNN DE 

KNnQqd EC 

H K K Q 
H H 



L L L I. L L 
Y Y y M 
-1 I 

M V 

F F 

V 



Dcmnach haben naturilche DR5-Ligandcn folgcnde Elgenschaften: 
IJ wleDRX 

2. ) wlcDRl ^ ^ V; - V - 

3. ) Polare/ubenvicgcnd ncgativ gcljidcncRcstc N. D. E. H. K an PoslUon 2. 3 

Oder 4 . 

4. ) Polare/ubcnvlcgcnd posltiv geladcnc Rcste R N. Q an PosiUon 5. 6, 7 

Oder 8 

5. ) Hydropliobc Restc V. I. M. F, A an PosiUon 3. 4 oder 5 sowie an 5. 6 

Oder 7 . . : 

6J Polarc/geladcnc Restc N. D. H, R.0 an PosiUon 10. 11 oder 12 
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PateBtansprUche 

1. Verfahren zur Bestimmung von allelsp>ezi£i6chen Peptidmo* 
tiven auf Molekulen des Major Histocompatibility Complex 
(HHC) der Klassen I oder II, wobei man 

(a) durcb ZellaufschluB von Zellen, die HBC-Molekule 
enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekiile sdt den darauf befindlichen Peptidmi- 
schungen durcb IsmanprSzipitation aus dem Zellex- 
trakt abtrennt, 

(c) die FeptidmiBchungen von MBC-Holekulen und sonsti- 
gen Proteinbestandteilen abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder /und ein Gemiscb davon sequen- 
ziezrt, und 

(e) aus den erbaltenen Informationen, insbesondere aus 
der Sequenzierung eines Gemiscbes, oder aus der 
Sequenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden , das 
allelspezifiscbe Peptidiro^iv ableitet, 

dadur.ch -gekennzeicbnet, 
da6 jaan Peptidmotive auf MolekQlen bestimmt, die aus der 
Gruppe, bestebend aus HZA-Al, HIA-A3, BLA-All, HIiA<*A24, 
HLA-A31, HLA-A33, HLA-B7, HLA-BB, BLA-B«2702, 
BLA-B*3501, HIiA-B*3503, HLA-B37, HIJl«-B38, HIJl-B«3901, 
HLA-B*3902, BLA-B*5101, BLA-B^5102, HI«A-B«5103, HLA- 
B*5201, BLA-B58, BIiA*B60, BLA-BSl, HLA-*B62, HIJI-B78, 
HLA-Cw*0301, HIA-Cv*0401, BIiA-Cw*0602, HLA-Cv*0702r 
HLA-Cw4, HLA-Cv6, BLA-Cw7, HIA-DRBl*0101, DRB1*1201, 
BLA-DR4vl4, HXJI-DR17, HLA-DRv52, BLA-DPw2, HLA* 
DPB1*0401, HLA-DQB1*0301, BLA-DQwl, ELA-DRl, HUl*DR3 und 
HLA-^DRS ausgewSblt sind. 

2. Verfabren nacb Anspruch 1, 

dadurcb gekennzeicbnet, 
daB man fur die Ismiunprazipitation Antik6rper verwendet, 
die fiir MHC-Molekule spezifisch sind. 
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3* Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Festphasen-gebundene Antikdrper verwendet. 

4. Verfahren nach elnem der vorbergehenden Anspxiiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Ab^rennung der Peptidmischungen von MBC-MoleJdi- 
len und sonstigen Proteinbestandteilen chromatographisch 
erf olgt* 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennze l.c h n e t , 

daS die Abt:rennung liber Reverse Phase-HPLC erfolgt* 

6« Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung In elnest Trlf luoresslgsaure/Hj 0-Tri* 
f luoressigs^ure/Acetonltrll-Gradlenten erf olgt • 

7. Peptldmotlv, erhaltllch durch ein Verfahren nach elnem 
der Anspriiche 1 bis 6. 

8* Verwendung elnes Peptldmotlvs nach Anspruch 7 bel einen 
Verfahren zur Berstellung elnes dlagnostlschen cxler 
therapeutlschen Mlttels. 

9. Verwendung nach Anspruch 8 fUr den dlagnos-tlschen Nach- 
vels von HHC*-Holekiilen. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man ein Peptld, das elnem Peptldmotlv entsprlcht, 
mlt elner Marklerungsgruppe, Insbesondere elner Biotln- 
Oder elner Fluoreszenzgruppe koppelt. 
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11. Vcrwendung nach Anspruch 9 fUr die Therdpie von Storan-> 
gen des I]nmansyst:e]n5 oder von Tumorerkremkungen • 

12. Verwendung nach Anspruch 11 fflr die Therapie von Autoim- 
munkrankheiten/ TransplantatabstoBungen oder/und Graft- 
versQs-Host-Reaktionen . 

13. Verwendung nach Anspruch 8 oder 12, 
dadurch gekennzeichn e t , 
daB ein Peptid, das einem Peptidinotiv entspricbt, 
oder/und C-'tenxdjial sdt lipophilen bzw. anphiphilen 
Gruppen, insbesondere auch lipophilen Peptid*Belices 
kovalent verkupft wird* 

14. Verwendung nach Anepruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi die lipophile bzw. an^hiphile Gruppe Tripalsdt.oyl-S- 
glycerylcysteinyl-seryl serin ist. 
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